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細菌による p-オキシ安怠香酸よりフェノーノV生成
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1917年及び 1918年に M.Rheiがりはフェノ{ル生成の研究に於いて， Bact. coli phenolo-
genesを大便より分離し，この菌をアスパラギン，乳酸アムモニウム，第一燐酸カリ，硫酸マグ
ネシウム，水からなる合成液体培地中にチロジン或は p-オキシ宏恵香酸を添加した試験液に-
作用させ， ζの試験液につま直接 Marquisのフォルム・アールデヒド硫酸試験の重畳法を行っ
たO この方法ではフェノ ー ルが存在すると白色沼濁の上に紫赤色の輪が接触面に生じ， p-クレr
ゾ戸Jレが存在すると暗褐色の輪が生じ，フェノ.-}レ及び p-ク*レグ '-Jレが存在しない試験液では
無色であるが，試験液を振滋混和すると緑褐色の色を生ずると述べ，この方法で彼の分離した 
Bact. coli phenologenesはチロジン及び p-オキシ安息香酸からフェノ戸 Jレを生成する事を
証明したと述べ，更にまた試験液中よりフェノ戸ル蒸溜して，それをトリ・プロム・フェノ{
ルの結品として取出し，チロ訟ン及び p-オキシ安息香酸からのフェノ.--)レ生成を報告してい
る。しかし近年 Stanier& Sleeperく2)は， Pseudomonas fluorescensを用いて適応酵素の
研究をなし，そこで p-オキシ安息香酸とヲェノ戸ルとの代謝経路はそれぞれ別のものであると
結論しているO 即ち酸素消費より観察して， PSeUdOnl0naS fh~orescens をフエノ戸ルに適
応させたものは，カテコ '-Jレに作用するが， p・オキシ安息香酸，プロ卜カテキン酸には作用せ
ず，また p-オキシ安息香酸に適応させたものは，プロトカテキン酸に作用.するが，ブェノ戸 
Jレ，カテコ....，-Jレに作用しなし¥。これらの結果から該菌のフェノ戸 Jレと p-オキシ安息香酸の酸化
的分解過程は互に異り，フェノ ~Jレ→カテコ '--Jレ→ βグトアヂピン酸の経路と， p-オキヨ/安息
香酸→プロトカテキン酸ーふβケトアヂピン酸の経路があるという-。ベンゼン核が関裂して， β
ケトアヂピン酸となると認めているが， p-オキシ安息香酸とフエノ戸ルの代謝経路はそれぞれ
別のものと言うことになる。
著者は体内に於けるチロジンよりフェノ戸ル生成の機序を研究する際，大使中の菌叢から p-
オキシ安息香酸よりフェノ戸ルを生成するが，チロジンよりはフェノ{ルを生成しない菌を分
離し，それにつぎ新知見を得たので報告する。
実験の部 5. p-オキシ・フェニル・アグ PノL酸 Konek & 
1)基質 Pacsu(3)の方法により‘次の如くにして合成されたも
1.p-オキシ安息香酸 市販の製品を用いた。 のである。J!nちp-オキシ・ペ ':/'Y・アルデヒド 4g，
2. m・オキシ安息香酸 Theodor Schuchardt 無水酷酸ソ{ダ 6.4g，失7k酷酸 10 g を 140~1500C
の製品を用いた。 で加熱し，半流動体になるまで濃縮し，約 1000Cに
3.サ PチアL酸 市販の製品を用いた。 冷却後熱湯を注ぐ。すると褐色固形のアセチノL・p-オ
4.チロジシ 市販の製品を用いた。 キシ・プ..:r.ニル・アグ Y 1]，.酸が分離してくる。これ
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を穂別して，これに N-NaOH液を加え，煮沸鹸佑 ェノール法で，フェノールを証明した場合には，普
じ融解する。冷却後濃塩酸でコ yゴ酸性とすると， 通寒天平板培地に，この培養液中の菌の分離培養を
褐色の無定形の粗製 p-オキシ・ブェニル・アグリル 試み，各独立集落を前述の液体培地に移して，フェ
酸が析出じてくる。これを再結晶して白色針状のp- ノールを産生する菌株を得た。こJの菌種は大腸菌で
オキシ・プェニル・アグりノL酸の結品を得た。融点 ある。菌株はこの液体培地を pH6に補正したもの 
203--2050C (未補正〉。 に増殖させ，そのま L氷室に保存した。 
6. p-オキシ・プェニル酷酸 H. Sa1kowskiの DI) 菌浮遊液
方法切により次の如くにして合成されたものであ 先ず実験に使用する菌を増殖する培地の選定を行
る。即ちベソジノL・チアニド 60g，濃硫習を 132.3g， った。種々の培地を調製し，各培地 10mlに該菌を 
7l'<.48g を加熱し，フェニノ'~ fj~:酸の葉状結晶 55 gを 蒸溜水に浮遊したもの 0.5mlを植次ぎ， 370C 17時
得る。次にプェニル酷酸 50gを 200m1の濃硫酸に 開放置後，それぞれ全菌量を集菌し，蒸溜水で、遠心
とき氷冷しつつ，更に濃硫酸 50m1，発煙硝酸 15m( 沈澱洗練を行い，この全菌量を測った。その後全菌
を加えて放置すると，結品析出する。熱水で、再結晶 量を pH6のl'It/lO燐酸塩混液に浮遊さ'せ 2.0mlと
して淡黄色針状の p・ニトロ・フ三エル・酷酸〈融点 し， M/1000P-オキシ安息香酸 2.0mlを添加しトル 
1500~1510C) を得た。次いで p・ニトロ・ブェニル オールを重畳して， 370C 1時間 30分放電後， 10% 
酷酸を 6N-NHρH液で溶解し，氷冷しつつ硫化 TCAで除蛋白後，後述の如く抽出法を行い赤松・宍
水素を通じ，次に加熱して硫化水素とアムモニアを 倉法(後述〉で呈色し，フェノーノLの生成率をみた。
追出すと，反応液は暗燈色主り淡黄色となるo この ，その結果は第 1表に示す。
時析出する硫黄を熱い内に瀦別し，氷酷酸を加 表1.培地の選定 
えて放置すると p-アミノ・フェ二ノL酷酸(融 I-f.TI: j.~h ~ '.>JS I 1 AE ~ a 1)1慎 i フェノ ~I)I慎~L1 
点 1990~2000C) が出来る。 p-アミノ・ブェニル 十培地種類 IpHI 集菌量|枕!ル生成率|枕 
酷酸を稀硫酸に溶き，氷冷しつつ NaN02でヂ 11合成液体培地 16.0I管底に薄膜 I6 I 9.4% I2 
アゾ化し，ついて加熱し，活性炭で脱色後滴過 21向 上 17'.01向上 1515.6%， 
し穏液をエ{テノLを以って連続浸出器内で浸 31同 上 18.01管底に薄膜 16 j 3.0% 
41プイヨシ培地 15.01約O.Olml弱141 3.1% 
出し，エーテノL液を蒸発さぜると結晶析出す
51向上I6.0I約 O.Olml強 131 3.1% 
る。これを熱水にて再結晶すると針状の p-オキ
61向上 I7.0I約 0.02ml I2! 5.7% 
~7.0I~I|プイヨシ培地。144
0C点、I¥ブェニル蹴障変が得.られた。融1シ 
0.03 ml I1 I 
7.p-オキシ・フェニ l~ af.L殿 ti武の方法〈り +2%デドウ糖JI7.01約 0.03ml i1 1 2.3% 
により次の如くにして合成された。即ちチロジ 81全Fjt竺草地}!6.0I約 003mli1;341%|1 
ン 5gを7]¥.1/， 130rnlで力n 合成液体培地組成は菌の分離にN一H2So. 温しで溶
く。これに硝酸バリウムをスれ放置後硫酸パリ 使用した培地と同様である。
ウムを穂別し，エーテルにて抽出して，粗製 p-オキ 第 1表の集菌量とフェノ，ーノL生成率から考え，菌
シ・フェニ l~乳酸の結晶を得る。これを獣炭末で脱 の増殖には合成液体培地にプイヨシを添加した pH
色， 7l'<.から~'.結晶して長針状の精製結晶を得た。閥! 6の液体培地を用いた。この培地に保存液体培地中
点 1620C。 の菌を相継ぎ， 370C17時間増菌せLめる。次いで
8. p- グレゾ-l~ 市販の製品を用いた。 集菌後蒸潤7l'<.にて 2囲 4000回転 15分間遠心沈澱洗
9. ATP Theodor Schuchardtの製品を用い 燃を繰返し，沈澄に 5容の蒸溜水を加え，均等な菌
た。 浮遊液を作ったこの商浮遊液に含まれる乾燥菌量は
10.ピタミシ B1 武田の製品を用いた。 約 30mg/m1である。

ll) 菌の分離 百〉 定量法
 
p-オキシ安息香酸 0.3g，乳酸アムぞニウム 5.0g， 1.ブェノールの定量赤松・宍倉法〈めによった。
第一燐酸カリ 2.0g，硫酸マグネシウム 0.2g，ブ1<:1000 この方法では p-オキシ安息香酸もブェノールと同様
mlの組成の培地を， 10% Na2C03で pH7に補正 青色を呈する。くM/晶00日プェノーノ].， :ε=0.586，M/4000 
し，これに大使の7l'<.稀薄液を一滴加え， 370C一夜培 p-オキシ安息香酸:E=0.164)また p-オキシ・フェニ
養し，この遠沈上溝上に，後述のチPフ守ロムアミノフ ル・アグりノL酸は呈色液添加と同時に紫→紫褐色→
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黒褐色→淡黒褐→菅褐→青黄→淡黄と迅速に色の安
化が起る。チロジ Yは呈色しないが，ブェノールの
呈色を弱く阻害する。但し p-グレゾー ノLは呈色しな
い。以上の様にフェノール以外の物質もこの方法で
塁色され或は.フェノー 1~ 呈色を阻害することがある
ので，フェノ -Aの比色定量はこれを抽出して行つ
た。フェノー 1~及び p- グレゾー 1~ は pH 7で，グロ
ロホルムに抽出されるが，他の物質は抽出されない
から，試験液に等量の 10%TCAを加え遠心沈殿
しその上溝液 2.0mlをとり， NaOH液にて pH7
に補正する。ついでグロロホノLム4，3，3mlで順次
抽出し，抽出クロロホルム液を全て集め，N/5-NaOH 
液 2.0mlと振麓して水溶液中に転溶し，これの1.0 
mlをとり， HClで中和した後に，アミノフェノー 
ル法でイジドフェノーノLに導き，比色的に定量し
た-。こめ方法ではフェノーノレは 100% 検出出来る。 
2. p-グレゾー 11..の定量 Paulyのヂアゾ・ペン
ゾ ~11.・スノL フォ y酸との反応切による呈色にょっ 
て，比色定量した。この場合も前述ブェノーノLの定
量にて述べたと同様にして，p-グレゾ{ノLを抽出し
て後比色定量を行った。この方法では p-クレゾーノ~ 
が存在する時は赤色を呈し，ブェノールが存在する
時は黄色を呈する。 、 
V) 実験方法
試験液組成は下記の如く，盲検としては基質液の
代りに水を加えた。実験に用いた緩衝液は pH6の 
M / 10~燐酸塩混液である。すべてトルオールを重畳し
た。実験温度は 370Cである。
(基質液 2.0中l
菌浮遊液 1.0ml 
緩衝液 1.0ml 
また添加物質の影響をみる時は，次の組成によっ
た。即ち集菌した菌を遠心沈i殴洗糠後，沈澄に 5容
のpH 6の燐酸塩混液を加え，均等な菌浮遊液を作
り，これを菌浮遊液として使用した。
(基質液 2.0nil 

菌浮遊液 1.0ml 

浮加物水溶液 1.0ml 

(または水〉

実験成績
1.菌浮遊液及び該菌アセトシ粉末による p-オ 
キシ安息香酸よりブェノ戸 11..生成の場合の
至適酸度
アセトシ続末は. 2回遠心洗糠せる菌体に，氷冷
しつつ 30容のアセトシを加え，可及的速かに撹持 
穏過し塩化カルシ 表 2. p-オキシ安息呑酸
ウムのデシケータ中 伊よりフェノー 1~ 生 J 
で乾燥させて調製し 成の至適酸度
た。至適酸度は第2 TT Iプェノ{ル生成率 
pHI .マ，_ 
表の知く pH6であ |生 菌|アセト Y1= I2ISI j粉末 

る。 
5 I11.0%' 8.4% 

2. トルオール 6 I57.5% !36.0% 
重畳の影響 7 I29.3% i15.2% 
この菌によるフェ 8 I 5.1% I.3.5% 
ノ{ルの生成は， ト 9' 0%. I '0% 
1~ オール重畳の有無 基質終濃度'1.1/刻。ω実験時間
}こは全く影響しな 4時間トルオ{ル重畳。
い。即ち p~オキシ安息香酸終濃度 M 12oO(}> 実験時間 
4時間で， トルオー ノl重畳しない場合 35%フzノ
ノーLを生成し，トルオール重畳下でも 34.6%フzノ
-1~生成をみた。即ちトルオール重畳下でも有効で 
ある。
3. Apo酵素と Co酵素の分離
この菌のアセトン粉末を pH6の M/10燐酸塩緩
衝液に浮遊し，氷室中に 17時間静置後 12000回転
30分遠心沈澱して，沈澄と上滑に分ける。上清はそ
のまふ実験に使用し，洗濯は更に同一緩衝液で洗糠
し，初め使用したと 表 3. Apo酵素と Co酵素
フェノ{
同量の同一緩衝液に の分離
浮遊して使用する。
酵 液素 l
アセトン粉末，上清 1~生成率
33.2%と洗澄使用の場合の アセトシ粉末 
0% p-オキミノ安息香酸よ 上 清 
。%りフェノー 11..生成は 沈 澄

31.7%
第 3表に目示す。 上清+沈澄 
第 3表の如く上清 基質終濃度M/2000，
実験時間4時間。
のみ及び沈澄のみに
てはフェノ -A生成能なく，沈澄+上溝ではフェノ 
-1~生成がみられる。この事実より Apo酵素と Co
酵素が分離されたとし刈、得るが，菌体より可溶性の 
Holo酵素として抽出は出来なかった。 
4. 補酵素の決定
1.，1+ピりドキサ戸ATP，ATP前記の沈澄に 
ATP+ピリドキサミユ/を添加してもフェノ{ル生
成はみられなかったが，沈澄 +ATP+ピタミシ
81 では 3 1. 0% フェノ ~11，生成がみられた。それで
アセトシ斡末を用い，ピタミシ 81，Mgtt，ATP添
加の影響をみると第4表の如し。
これよりこの酵素の補酵素は Cocarboxylase(V.
81+ ATP)であり，.， Mgttが関与すると言い得る。
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表 4. V. B1' Mg叱 ATPの影響
(アセトン粉末使用〉
添 加 物 
対照 
V. B1 
.2MgCl
V. B1十 MgC12 
V.B1十 MgC12 +ATP 
lフェノーi1-生成率
I1
1
9;8% 
27.2% 
32.0% 
I 40.2% 
I 46.0% 
添加物終濃度: p-オキシ安息香酸:M/2000' 
V. B1 M /400，MgC12 M / 1000，ATP M /唱.000，
実験時間4時間。
5. 菌より酵素抽出 
生菌をホモゲナイズしたる上、清には酵素作用がな
かった。また生菌を自家融解し，凍結融解し，また
はアルコール粉末にした七のから，可溶性の Apo
酵素を得るベえ試みたが，いずれも成功しなかった。
6. 菌浮遊液による p-オキシ安息香酸以外の
諸麗化合物よ・りのフェノ .-Jレ生成の有無
この菌は前述の条件下でも，またトルオールを重
畳せず生菌を用いた場合で、もチロジユノ， m-及び0・
オキシ安息香酸， p-オキシ・フェニル・アグリル酸， 
p-オキシ・フェニl1-酷酸， p-オキシ・フェニル乳酸
よりフェノ~ 11-及び、 p-グレゾー ノLを生成しなし、。ま
た p- グレゾー;1-からブェノ ~11- を生成しなし、。即ち 
p-オキシ安息香酸のみよりフェノールを生成し，基
質特殊性がある。
者 按
著者は p-オキシ安息香酸よりフェノーノLを生成す
る菌を大使中より分離した。この大腸菌酵素は至適
酸度pH6である。この安息香酸誘導体が単純なる
脱 CO2を受けることが証明された。このことは脱 
CO2反応の一新知見である。なおこの菌はアセトン
粉末にしても有効であり，Apo酵素と Co酵素に完
全に分離することが出来たが，可溶性の Holo酵素
として菌体より抽出することは出来なかった。 Co
酵素としてピタミシ B1' Mg，+ ATPが有効であ 
った。この反応にピタミン B1及び MgHが関与す
ることは， αケト酸代謝の場合と考え合せて，極め
て注目されることである。
総 括 
1) p-オキシ安息香酸より単純なる脱炭酸によりフェノ円ル生成する大腸菌を大便より分離
したO 至適酸度は pH6である。 
2) との菌は 0・及び m-オキシ安息香酸，チロジン， p-オキシ・フェエル・アクリ ル酸， p-
オキシ・フェニル酷酸， p-オキシ・フェエル乳酸， p-!Jv;l...-ルよりフェノ戸ルを生成しない。
め この菌のアセトン粉末より pH6の燐酸塩緩衝液で酵素の抽出を試みると，遠心洗澱の
洗透中の不溶性の Apo酵素と上清中の可溶性の Co酵素に分離する。 
4) 遠洗上清の代りにv.Bt十 ATP+Mg仲を用いると，フヱノ{ル生成作用がみられる。
木研究は，文部省から赤松教授に与えられた科学研究費により，赤松教授指導の下に行われた。
こLに深く感謝する。
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